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مقاله علمی -پژوهشی 
استخراج کلاژن‌های محلول در اسید و محلول در پیسین از فلس کپور 
معمولی (667۳010 ۳۵۲3۷5()) و تعیین ویژگی‌های آنها 


نشریه پژوهشهای علوم و صنایع غذایی ایران 
جلد ۱۸. شماره ۰۵ آذر- دی ۱۴۰۱ :۷۴۰-۷۴۹ 


2 ۱ ۳ ۰ ن 5 ۳ ۳ ۰ ۰ 4 
مرجان زرکر - بهاره شعبان‌پور ِِ پرستو پورعاشوری - ابراهیم ذبیحی نیشابوری 


تاریخ دریافت: ۱۴۰۰/۰۹/۲۲ 


تاریخ بازنگری: ۱۴۰۰/۱۱/۲۵ 

تاریخ پذیرش: ۱۴۰۰/۱۱/۳۰ 
چکیده 

کلاژن فراوان‌ترین و مهم‌ترین پروتئین ساختاری در بافت همبند جانوران است که تولید آن اهمیت زیادی در زمینه‌های پزشکی و دارویی» آرایشی- بهداشتی 

و غذایی دارد. با توجه به محدودیت‌های مذهبی و نیز بیماری‌های مشترک بین دام و انسان, امروزه استحصال کلاژن به دیگر منابع و به‌ویژه منابع آبزی معطوف 
شده است. بنابراین هدف این مطالعه استخراج کلاژن به دو شیوه مرسوم اسیدی و آنزیمی از فلس کپور معمولی و تعیین ویژگی‌های آن به‌منظور استفاده بهینه از 
این پسماند برای تولید محصولات با ارزش افزوده و یافتن جایگزینی برای کلاژن به‌دست آمده از حیوانات خشکی می‌باشد. کلاژن محلول در اسید ( ۸614 
جععد011» ع01نااهو) و کلاژن محلول در پیسین (60ع0112» 016امو صنومع۲) از فلس کپور معمولی (6۵7۵10 /۵779()) استخراج و خواص آنها تعیین 
شد. فلس‌های کپور معمولی پس از آماده‌سازی به کمک اسیداستیک ۰/۵ مولار و آنزیم پیسین تحت استخراج قرار گرفته در نهایت کلاژن استخراج شده. لیوفیلیزه 
شد و پس از محاسبه بازده استخراج. ویژگی‌های آن با استفاده از آزمون‌های الکتروفورز: طیف‌سنجی فرابنفش» پراش اشعه ایکس و تعیین نقطه ایزوالکتریک مورد 
بررسی قرار گرفت. یافته‌ها نشان داد که بازده استخراج 50( و ۱20۵ به‌تر تیب ۹ و ۲۶ (بر مبنای وزن خشک) بود یعنی هضم با پیسین می‌تواند تا ۳/۹ 
برابر باعث افزایش بازده کلاژن شود. نتایج آنالیز 519-۳۸7 نشان داد هر دو ۸۹ و 336۲ به‌عنوان کلاژن نوع آ بوده و از ,0 02 و ۵ در ساختار زنجیره‌ای 
0۱(2) تشکیل شده‌اند؛ نقطه ایزوالکتریک کلاژن‌ها در دامنه 017 ۵- ۶ قرار داشت. حداکثر پیک جذب طیف فرابنفش کلاژن‌های به‌دست آمده در ۲۳۵ نانومتر 
مشاهده شد. اگرچه آنزیم پیسین (۱/ وزن خشک فلس) باعث افزایش بازده بدون تغییر معنی‌دار در ساختار کلاژن می‌شود ولی استفاده از آن برای تولید انبوه کلاژن 
نوع ]در ایران تا رسیدن به خودکفایی و کاهش قیمت پپسین, توصیه نمی‌شود این درحالیست که استخراج کلاژن به روش اسیدی بسیار ساده بوده و تحقیق جهت 
طراحی خط تولید برای این روش پیشنهاد می‌شود. فلس کپور معمولی این پتانسیل را دارد که به‌عنوان منبع جایگزین کلاژن در صنایع غذایی و بهداشتی- داروبی 
بکار رو. این نتیج می‌تواند علاوه بر تولید محصول با ارزش افزوده بالا از فلس کپور معمولی» راهکاری برای کنترل ضایمات صنعت فرآوری آبزیان در ایچاد 
آلودگی محیط زیست ارائه دهد. 


واژه‌های کلیدی: فلس. کپور معمولی (607۳10 /0۲17())» کلاژن محلول در اسید. کلاژن محلول در پیسین. ضایعات 


مقدمه ترکیبات معدنی (هیدرو کسی آپاتیت» کلسیم فسفات و غیره) است. 


در برخی از کشورهای آسیایی. آفریقایی و اروپایی» کپور ماهی‌هاء 
رایچ‌ترین ماهیان آب فیرین سین فلس ماهی فرآورده جانبی در 
فرآوری ماهی است که مستقیماً باعث آلودگی محیط می‌شوند. این 
درحالیست که فلس ماهی حاوی مقدار زیادی از مواد ارزشمند از جمله 
حدود ۴۰ الی ۵۵ درصد مواد آلی (کلاژن. چربی» لسیتین, 
اسکلروپروتئین» ویتامین‌های مختلف و غیره) و حدود ۷ تا ۲۵ درصد 


۱ ۲ و ۲- به‌ترتیب دانشجوی دکتری استاد و دانشیار, گروه عمل‌آوری فراورده‌های 
شیلاتی» دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبیعی گرگان گرگان» ایران. 
۴- دانشیار گروه فارماکولوژی دانشگاه علوم پزشکی بابل ایران. 


کلاژن فراوان‌ترین پروتئین در مهره‌داران است که حدود ۸۳۰ از کل 
پروتئین‌های آنها را تشکیل می‌دهد و مهم‌ترین پروتئین ساختاری در 
بافت همبند جانوران است که در پوست. رباطهاء تاندون‌ها و بسیاری از 
ساختارهای دیگر بدن وجود دارد (2018 ,.21 6 نل۵). کلاژن از سه 
زنجیره پلی‌پیتیدی مارپیچ به نام زنجیره‌های آلفا تشکیل شده است. از 
زمان کشف کلاژن 1 توسط ۷:11 و ۷۲۵/1۵5 (۱۹۶۹» ۲۹ نوع 


# - نویسنده مسئول: ۵۱/۵00.۵01۴) عتامح‌صوما هط _ه :تفر 
1 1۳۴17 10.22067/1۳5 :10۲ 


۲ نشریه پژوهشهای علوم و صنایع غذایی ایران. جلد ۱۸ شماره۵. آذر - دی ۱۴۰۱ 


کلاژن کشف شده است که تنوع این کلاژن‌ها به‌دلیل تفاوت در ماهیت 
پلی‌پیتیدهای تشکیل‌دهنده آنهپاست ( )6 نا :2011 ,ت01 توط نز 
8 ,.۵). فراوان‌ترین کلاژن, نوع آ است که بیش از 78۰ کلاژن 
موجود در بدن از این نوع است (2019 ,.21 66 17). در ماهیء کلاژن 
نوع [ بیشتر در پوست و استخوان وجود دارد ( 5200 عک صححصناه 
218 

کلاژن در تشکیل بافت اندام‌ها و فعالیت‌های گوناگون سلولی 
نقش مهمی دارد. از آنجایی‌که با افزایش سن, تولید کلاژن در بدن 
کاهش می‌یابد. از آن در رژیم غذایی و نوشیدنی‌ها و نیز به‌عنوان مکمل 
دارویی برای جبران این پروتئین ارزشمند استفاده می‌شود ( ۳۱25170 
5 ,.21 ا). در قرن بیست و یکم. فناوری مواد غذایی برای تولید 
غذاهایی که می‌تواند به‌عنوان منبع تغذیه مفید باشد و همچنین خواص 
عملکردی خوبی که تآثیر مثبتی بر بدن انسان داشته باشد توسعه یافته 
است (2020 ,9210). در صنایع غذایی» از کلاژن به‌عنوان فیلم‌ها یا 
پوشش‌های خوراکی به صورت بسته‌بندی» غوطه‌وری عمیق» رومال 
کردن یا اسپری کردن بر روی مواد غذایی استفاده می‌شود. کلاژن 
هیدرولیز شده, یک ماده نویدبخش در صنایع غذایی به‌ویژه برای تولید 
نوشیدنی‌ها است. ژلاتین یکی از با ارزش‌ترین پروتئین‌ها در صنایع 
غذایی و زیست پزشکی است که از هیدرولیز پروتئین‌های کلاژن به- 
ینک مایت الق رگا تضرک ان مس قاند فوها زا کین 
کند. سبب بهبود اختلالات ناخن مانند ناخن‌های شکننده, افزایش اندازه 
فیبرهای کلاژن در تاندون آشیل» تحریک تراکم فیبروبلاست و تقویت 
تشکیل فیبرهای کلاژن در پوست و غیره شود (2010 ,.21 )6 ن2)). 
کلاژن, به‌دلیل دارا بودن خواص بسیار عالی مانند عدم ایمنی‌زایی» 
زیست‌سازگاری" و زیست تخریب‌پذیری » یک ماده بیولوژیکی میم در 
زمینه‌های پزشکی و دارویی است (2009 ,.21 61 60)). 

امکان اينکه کلاژن به‌عنوان ماده اصلی تشکیل‌دهنده محصولات 
غذایی» آرایشی بهداشتی و زیست‌دارویی باشد» به امکان تأمین مواد 
اولیه به‌مدت طولانی و استخراج پایدار آن بستگی دارد ( مقصطون1 
3 ,۴۵۲۱۲۳۱۵۱ 220). منابع اصلی تأمین کلاژن» دم موش پوست 
گاو و پوست خوک هستند. اما عواملی مانند افزایش قیمت مواد اولیه. 
مسائل شرعی و بیماری‌های مشترک بین دام و انسان» در کلاژن 
به‌دست آمده از موجودات خشکیی توجه محققین را به استحصال کلاژن 
از موجودات آبزی معطوف کرده است ( ,16۱02۵0۳06 مه معصمل 
8 ,.21 6 16072 :2002). در این خصوص, پسماندهای ماهی 
منبع مناسبی محسوب می‌شوند. میزان صید و آبزی‌پروری در سال 
۵ ۱۰۹۳۷۱۹ تن بوده است که از این مقدار, ۴۵۹۵۲۱ تن تولید از 


طریق آبزی‌پروری و ۲۰۱۰۹۷ تن تولید از طریق پرورش ماهیان 


عاصتاجمرصهعم1ظ 1 


گرمابی بوده است (2016-2017 ,۷6۵۲۵001 لعتادتاها٩‏ صدتل). در 
صنعت فرآوری ماهی» بخش بزرگی از پسم‌اندها تولید می‌شود. که 
احشاء و سر تشکیل می‌دهد. مدیریت این به اصطلاح "زباله‌ها" کاری 
دشوار می‌باشد» به‌طوری که گاهی مشکلات جدی برای محیط زیست 
به‌وجود می‌آورد. به‌طور کلی اين مواد برای تولید خوراک دام یا کودهای 
کم‌ارزش استفاده می‌شوند. با توجه به اينکه حدود۲۰// یا بیشتر این 
پسماندها کلاژن نوع است. اخیراً توجه بسیاری را به خود جلب کرده‌اند 
(2010 بلة )6 تقط). کلاژن‌های استخراج شده از ماهی با مزایای 
بسیار زیست‌مواد نویدبخشی در آینده این کشور هستند. تحقیقات 
بسیاری درباره استخراج کلاژن از ماهی وجود دارد؛ اما مطالعه استخراج 
کلاژن از ماهی هنوز هم به‌دلیل تفاوت در تنوع زیستی که تأثیر بسیاری 
بر ترکیب مولکولی و اسید آمینه کلاژن ماهی دارد. مورد توجه می‌باشد. 
تغییرات در خصوصیات فیزیکی پروتئین و مقدار اسیدهای آمینه در 
کلاژن استخراج شده از گونه‌های مختلف ماهی به‌شدت وابسته به 
دمای محیط پیرامون است. بنابراین. مطالعه در مورد تهیه و تعیین 
ویژگی‌های کلاژن ماهی برای یافتن محصولات جدید کلاژنی به‌منظور 
جایگزینی محصولات به‌دست آمده از کلاژن حیوانات خشکی» ضروری 
است (2019 ,.21 4 حاصفط). بعضی روش‌ها برای استخراج کلاژن از 
پوست يا فلس ماهی استفاده شده است. به‌عنوان مثال» روش شیمیایی 
با استفاده از مواد قلیایی و اسیدی» روش بیوشیمیایی با استفاده از اسید 
و آنزیم یا اسید و میکروارگانیسم‌ها و استخراج با آب. با اين حال 
استخراج کلاژن محلول در اسید و کلاژن محلول در پپسین دو روش 
رایج‌تر هستند. بنابراین هدف از این مطالعه استخراج کلاژن از فلس 
کپور معمولی به دو روش مرسوم اسیدی و آنزیمی و تعیین خصوصیات 
آن بود. از آنجاکه ماهی کپور یکی از گونه‌های اصلی موجود در صنعت 
پرورش ماهیان آب شیرین در ایران است فلس ماهی کپور معمولی 
(60۲۱0 ۳0۲۱7۲۸5()) برای مطالعه انتخاب شد. 


مواد و روش‌ها 

کلریدریک اسید استیک» کلریدسدیم و هیدروکسی متیل آمینومتان 
([۲10-:::1) از برند 1۷6 (آلمان)» پپسین از برند صعطمم0ز] 
(چین» سدیم دو دسیل سولفات (5۳5) ۷,[۷,,- تترامتیل اتیلن 
ديآمین (1۳۷88» کوماسی بلو (250-) و نشانگرهای وزن 
مولکولی پروتئین (۱۸۰-۹ کیلودالتون) از برند 2040 ۲6۵1 (تایوان) 
و همگی از گرید آزمایشگاهی بودند. 


2 06 


جمع‌آوری نمونه 

ری ماه تور هرز با وی عویسا ۱/۵ گرم یز 
فروردین ماه سال ۱۴۰۰ به‌صورت تازه از بازار محلی ماهی‌فروشان در 
قائمشهر جمع‌آوری شده و در مدت ۱ ساعت به مرکز تحقیقات 
سلولی-مولکولی دانشگاه علوم پزشکی بابل منتقل و تا زمان مصرف 
در دمای منفی ۲۰ درجه سانتی‌گراد نگهداری شدند. 


آماده‌سازی 

در ابتدا فلس‌ها با آب شهری سرد شسته شده با قیجی به اندازه‌های 
۲ میلی‌متر مربع برش داده شدند. پس از ۲۴ ساعت هم زنی در سود 
۱ مولار با نسبت ۲۰:۱ و شستشو با آب مقطر به‌مدت ۱ ساعت در 
کلریدریک اسید ۰/۶ مولار, با نسبت ۱۰:۱ تحت همزنی با همزن 
مغناطیسی (1600 داصً کره) مداوم قرار گرفته و مجدداً شستشو با آب 
مقطر انحام گرفت (2016 ,.21 1 ۳21). 


استخراج کلاژن محلول در اسید 

فلس‌های آماده شده, به مدت ۴۸ ساعت در اسید استیک ۰/۵ مولار 
با نسبت فلس به محلول ۱ به ۱۵ تحت همزنی قرار گرفتند. سپس 
مخلوط از صافی رد شد و فلس‌ها از محلول جدا شدند. با افزودن 
کلریدسدیم به محلول به‌دست آمده در حضور 1715-1361 (هیدروکسی 
متیل آمینومتان) ۰/۰۵ مولار برای به‌دست آوردن غلظت ۲/۵ مولار 
نمک‌زنی شد (با تعدیل 0۳1 تا 4۷/۵ سپس محلول با ۲۰۰۰۰۵ و به 
مدت ۳۰ دقیقه در دمای۷ درجه‌سانتی‌گراد سانتریفوژ (812102» آلمان) 
شد. ماده رسوب يافته در حداقل ححجم از اسید استیک ۰/۵مولار حل 
شد. محلول نهایی در ۲۰ حجم از اسید استیک ۰/۱ مولار و سپس ۲۰ 
حجم آب‌مقطر تحت دیالیز (غشای دیالیز ۱۲ کیلودلتون» سیگماء امریکا 
قرار گرفت. تمام مراحل استخراج در دمای ۴ درجه سانتی‌گراد انحام 
شد. کلاژن استخراج شده با استفاده از خشک‌کن انجمادی (-622ظ۳ 
وساط حلاق ]دنیط) آلمان) لیوفیلیزه شد. کلاژن به‌دست آمده کلاژن 
محلول در اسید (۸۹0) بود که تا زمان استفاده در دمای منفی ۲۰ 
درجه سانتی‌گراد نگهداری شد (2011 ,.2 اه ط0تحصد۳) 


استخراج کلاژن محلول در پبسین 

فلس‌های آماده شده به‌مدت ۴۸ ساعت در اسید استیک ۰/۵ مولار 
حاوی ۱/ پپسین (9001-75-6 ,1102006۳ چین) (به نسبت وزن 
خشک فلس) با نسبت فلس به محلول ۱ به ۱۵ تحت همزنی قرار 
گرفتند میس تقاط زا ضافی رف شقو و قلس‌ها از محول جدا فندند. 


اه ملنصداومهاهظ میعلان .. اهع۵ن1 .نتم ...1 
(ران۸(وناق) ولوعمطام0 ۲۱۵60۲ 
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با افزودن کلريدسديم به محلول به‌دست آمده در حضور -۲15" 

[16](هیدروکسی متیل آمینومتان) ۰/۰۵ مولار (017 ۷/۵ برای 
به‌دست آوردن غلظت ۲/۵ مولار نمک‌زنی شد؛ سپس محلول با 
۵ و به‌مدت ۲۰ دقیقه در دمای۷ درجه سانتی‌گراد سانتریفوژ 
(دصعتک آلمان) شد. ماده رسوب‌یافته در حداقل حجم از اسید استیک 
و سپس۲۰ حجم آب‌مقطر تحت دیالیز (غشای دیالیز ۱۲ کیلودالتون, 
سیگماء امریکا) قرار گرفت. تمام مراحل استخراج در دمای ۴ درجه 
سانتی‌گراد انحام شد. کلاژن استخراج شده با استفاده از خشک‌کن 
انجمادی (۱9ظ 56022-811 )ون آلمان) لبوفیلیزه شد. کلاژن 
به‌دست آمده با کمک آنزیم پپسین کلاژن محلول پپسین (۳۹6) نامیده 
شده تا زمان استفاده در دمای منفی ۰ درجه سانتی گراد نگهداری ند 
(2011 ,له اه ط0متفصتد۳) 


محاسبه بازده کلازن خالص 

بازده کلاژن به صورت درصد و بر مبنای وزن خشک با رابطه ذیل 
محاسبه شد (2018 ,.2 )6 62022 
 )(‏ ۱۰۰ *(وزن خشک فلس مورد استفاده/ وزن خشک کلاژن 
لیوفیلیزه)< درصد بازده (بر پایه وزن خشک) 


الکتروفورز با ژل پلی‌اکریل آمید در حضور سدیم دودسیل 
سولفات (۱)605-۳۴۸6 

الگوهای پروتئینی نمونه‌های کلاژن, با استفاده از الکتروفورز ژل 
پلیآکریل آمید سدیم سولفات دودسیل طبق روش ناحء‌ض1 (۱۹۷۰) 
تعیین شدند. نمونه‌ها روی ژل‌های پلیآکریل آمید متشکل از یک ژل 
جداکننده ۸۷/۵ و ژل ردیف کننده ۴/ بارگذاری شدند و با استفاده از 
یک دستگاه الکتروفورز (مینی پروتئین 1 10720 انگلستان) در 
جریان ثابت۲۰ میلی‌آمپر تحت الکتروفورز قرار گفتند. نشانگر پروتتینی 
-٩(‏ ۱۸۰ کیلودالتون. 200 661 تایوان) برای تخمین وزن 
مولکولی پروتئین‌ها استفاده شد (1970 ,.21 6 2601011 ]). 


تعیین نقطه ایزوالکتریک ۲ 

نمونه‌های کلاژن در اسید استیک ۰/۵ مولارحل شدند تا غلظت 
نهایی ۰/۰۵ به‌دست آید. پتانسیل (8) 2602 محلول کلاژن با استفاده 
از دستگاه زتاسایزر ( 4۷۲21۷67۳ سری زتاسایزر انگلستان) در دمای 


اتاق اندازه‌گیری شد. 0۳1 محلول‌های کلاژن در دامنه ۸-۳ تنظیم شد. 


(1۳۳) اصلمم 160616006 م1 2 


۴ نشریه پژوهشهای علوم و صنایع غذایی ایران. جلد ۱۸ شماره۵. آذر - دی ۱۴۰۱ 


پتانسیل زتا (ج) در هر درجه افزایش 011 مورد تجزیه و تحلیل قرار 
گرفت (2018 ,.لة )6 1>082). 


طیفسنجی قرابنفش 

این آزمایش با استفاده از اسپکتروفتومتر (607/2۷ انگلستان) در 
گستره ۲۰۰ تا ۴۰۰ نانومتر انجام شد. نمونه‌ها با اتحلال کلاژن در 
محلول اسید استیک ۰/۵ مولار با نسبت نمونه به محلول ۱ به ۱۰۰۰ 
(وزنی/ حجمی) آماده‌سازی شدند (2018 ,.21 61 ن). 


پراش پرتو ایکس 
لگوهای پراش اشعه ایکس (260210) کلاژن لیوفیلیزه» توسط یک 
دیفراکتومتر اشعه ایکس ( 160۷72۷ انگلستان) با استفاده از تابش -) 


(+02 


00 


به‌دست آمدند. اسکن در دامنه 50-30۰ 20 با گام ۰/۰۲ درجه‌ای و 
سرعت اسکن ۲ درجه در دقیقه انحام شد (2017 ,.21 )6 5ع۸۵1۷). 


بازده 

پیوند (-۲۷ <) بین مولکول‌های کلاژن را می‌توان در شرایط 
اسیدی از بین برد به این ترتیب ساختار محکم کلاژن سست‌تر شده و 
استخراج کلاژن تسهیل می‌شود. با این حال, غلظت زیاد اسید ممکن 
است منجربه تخریب کلاژن شده و ساختار طبیعی آن را از بین ببرد. 
شد (2019 ,له 6 ۷۷۷۲ ). 
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شکل ۱- الگوی الکتروفورز ژل پلی آکریلآمید دودسیل سولفات برای نمونه‌های کلاژن فلس کپور معمولی.5110 : نشانگر مولکولی پروتنین: ۸56: 


کلاژن محلول در اسید. ۳۹: کلاژن محلول در پیسین 
٩] 1: ۸‏ ,2۱65و مموداای مهو مه ممصصصصم م۵ ماه فلم معا امعم ۳۵66و 00۵0607 26نصصهاومعو۱ا۲۵ :1 ۲۱۵۰ 
۵۵۵9-50۱۷0۱6 9۹ رمهعقاام ماطا0و-0ع2 ۸۵ راما هه هایهع۳۵۱ 


بازده کلاژن‌های ۸50 و ۳36 استخراج شده از فلس کپور 
معمولی به‌ترتیب ۱/٩۱‏ و ۲/۹۶ (براساس وزن خشک) بود. نتیجه 
نشان داد استفاده از 7۱ پیسین برای استخراج بازده کلاژن را ۱/۵۴ 
برابر افزايش داد. بازده استخراج برای کلاژن‌های ۸ و ۲۹0 در 
فلس بزماهی طلایی خال‌دار به‌ترتیب ۰/۴۶ و ۱/۲۰ ( ۱۷۲۵0۳۵۲00 
1 ,.21 66) و در فلس کپورنقره‌ای ۰/۸۶ و ۲/۲۲ ( 61 ع27۳20 


0 ..۵) گزارش شد. ساختار کلاژن به‌دلیل یکسری پیوندهای 
متقابل کووالانسی بین مولکولی» بسیار پایدار است و به‌طور کلی در آب» 
اسید یا قلیای رقیق. محلول نمکی خنتی و حلال‌های آلی معمول, 
نامحلول است. با این حالء مطالعات نشان داده‌اند که توالی تکراری 
اسید آمینه 1-2-۷ تشکیل شده در پایانه »- و پایانه آ- زنجیره 
پیتیدی وجود ندارد که نشان‌دهنده یک منطقه غیرمارییجی است 


هه 


(1989 له )اه واعمعصعطم). پیسین قادر است در چنین منطقه 
غیرمارپیچی عمل کرده و پیوندهای کووالانسی و غیرکووالانسی که 
ساختار کلاژن را تثبیت می‌کنند را از بین ببرد و از این‌رو انحلال کلاژن 
را بهبود ببخشد؛ بنابراین پپسین می‌تواند برای استخراج کلاژن از فلس 
استفاده شود (2018 ,.۵1 66 ع1100). تفاوت کارآیی پپسین در استخراج 
کلاژن بستگی به گونه ماهیء ترکیب و پیکربندی کلاژن, مقدار پیسین 
مورد استفاده و غیره دارد (2011 ,.ل2 6 ط0تقص‌۷]2) 


الگوی پروتئینی 515-۳۸۲ 

الگوی پروتئینی نمونه‌های کلاژن محلول در اسید (۵50) و 
کلاژن محلول در آنزیم پپسین (۳36) استخراج شده از فلس کپور 
تمولی با استفاقه از آزمون ۸6 نداد تمین ید که خر عفن ۱ 
آمده است. با توجه به الگوهای پروتئینی» کلاژن های به‌دست آمده از 
فلس کپور معمولی از زنجیره های 0 (:0 و 02) و ث] تشکیل شده‌اند که 
ازنظر وزن مولکولی با کلاژن فلس بزماهی طلایی خالدار 
(2011 ,.21 6 1۷]2181270۳) و کلاژن فلس کیور ماهی چینی ( ۳۵002 
4 ,2۱ 6ع) که به‌عنوان کلاژن نوع] با دو زنحیره ۰ (0.(202)) 
دسته‌بندی شدند مشایهت داشت. 

با توجه به پهنای بانده نسبت زنجیره های ,0 به 02 به‌صورت ۱:۲ 
(دو زنجیره 0 و یک زنجیره 02) بود از اين رو آنها به‌عنوان کلاژن نوع 
[ طبقه‌بندی شدند که مهمترین کلاژن در پوست» فلس و استخوان 
ماهی است (2011 ول ه طا0تقصا۱۷ :2019 وله اه طصتص) 
کلاژن استخراج شده به روش اسیدی از فلس گونه‌های مختلف مانند 
ساردین» سیم دریایی سرخ باس دریایی ژاینی (2004 ,.21 )6 1221 
روهو و کاتلا (2010 ,۲0272 20 تا۳2) نیز به‌عنوان کلاژن نوع [ 
بودند. تفاوت وزن مولکولی زنجیره‌های آلفا در کلاژن ممکن است به 
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۵0۲۱ 


۷۴۵ 


دلیل منابع مختلف فلس ماهی باشد (2014 ,.21 66 ۴۵۳02). در مقایسه 
با ۸6 وزن مولکولی زنجیره‌های ,0 و 02 در ۳۹6 اندکی کمتر بود 
اما شدت زنحیره‌های 0 بیشتر بود. پپسین توانست تا حدی منطقه 
تلوپپتیدی را شکافته, منجربه کوتاه شدن طول زنجیره و کاهش وزن 
مولکولی آن شود (2018 ,.21 )6 نل۵). لازم به ذکر است که در الگوی 
پروتئینی» ممکن است که زنجیره 02 وجود داشته باشد اما به دلیل اینکه 
این زنجیره دارای وزن مولکولی برابر با زنجیره ,0 است. بنابراین 
نمی‌توان آنرا تشخیص داد. علاوه‌براین» زنجیره 8 نیز در کلاژن‌های 
استخراج شده وجود داشت که دارای وزن مولکولی بالاتر از زنجیره‌های 
و پیوندهای عرضی زیاد می‌باشند نشان می‌دهد که کلاژن‌های 
استخراج‌شده از اتصالات متقابل مولکولی بالایی بر خوردار هستند ( ۸۵11 
1 ,ر .۵1 )6 طمتقص‌۱2 :2016 .لح ام) 


نقطه ایزوالکتریک 

مقدار آ۳مای که درآن بارهای مثبت و منفی روی یک مولکول 
پروتئین در یک سیستم آبی برابر هستند یا درآن بار خالس پروتئین 
صفر است. نقطه ایزوالکتریک (01) نامیده می‌شود ( ,.21 66 ۳۲۲21060 
13 

بار سطحی کلاژن‌های ۸50 و ۳56 در آامهای مختلف با 
استفاده از تحلیل گر پتانسیل زتا اندازه‌گیری شد. هر دو کلاژن در 011 
اسیدی (۲ تا ۵/۵) دارای بار خالص مثبت بودند. با افزايش مقادیر 0۳1 
بار کلاژن کاهش یافته و نقطه ایزوالکتریک (01) هر دو کلاژن در 
محدوده 011 معادل ۶- ۵ برآورد شد که منطقه اسیدی می‌باشد. علت 
این امر را می‌توان به محتوای بالای گروه کربوکسیل اسیدهای آمینه 
اسیدی مانند گلوتامیک اسید و آسپارتیک اسید نسبت داد. نقطه 
ایزوالکتریک ۳36 اندکی بالاتر از ۵56 بود. 
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شکل ۲- پتانسیل زتا در نمونه‌های کلاژن محلول در اسید (۸۹) و کلاژن محلول در پیسین (»۳۹) فلس کپور معمولی 
۵6 6۵۵ «مصصصصم ۵1 ومام‌صوه (۳۵) ممعدلای ۱6طاباهعصتوموم 20 وه معمعداای ماماسامعهتده ص اهتاصه)00 7002 2۰ ۲۱۵۰ 


۶ نشریه پژوهشهای علوم و صنایع غذایی ابران. جلد ۱۸ شماره۵. آذر - دی ۱۴۰۱ 


این امر به احتمال زیاد به‌دلیل حذف برخی از اسیدهای آمینه در 
3 , .21 66 2771060). پیسین ممکن است ناحیه تلوپیتیدی را 
شکافته و منجربه تفاوت در ترکیب اسید آمینه در زنجیره‌های 0 شود 
(2010 .له آبهاهزمعظ). نقطه ایزوالکتریک کلاژن برای عروس 
دریایی در 0۳1 معادل ۶/۶۴ (2013 ب.لة )6 43272106 برای کلاژن 
6 و ۳50 از کپور طلایی در 13م معادل ۶/۱۱ و ۶/۲۱( نل۸ 


8 ..ا۸) برای کلاژن ۸56 و ۳96 فلس بزماهی طلایی خالدار در 
۳7های معادل ۳/۹۶ و ۵/۳۹ بود (2011 ,.21 66 ط0تعصتا۷]2). تفاوت 
در نقاط ایزوالکتریک کلاژن‌های به‌دست آمده از منابع متفاوت را 
می‌توان به ترکیب متفاوت اسیدهای آمینه نسبت داد. در 011 بالاتر از 
نقطه ایزوالکتریک, کلاژن‌ها بار منفی را نشان می‌دهند. هرچه 0۲ 
قلیایی‌تر مقادیر بالاتری از بار منفی به‌دست آمد (2018 ,.21 66 ذلض). 
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شکل ۳- طیف فرابنش نمونه‌های کلاژن فلس کیور معمولی (۸5: کلاژن محلول در اسید . »۳۹: کلاژن محلول در پیسین) 


۵۵۵9۱۱6 ۳۱۹۰ روهام ماماسامعو-ع4نعد خنقه) ومام‌صدی مموهاای ماهعز میم ممصصصصم ۵ مرو ۱۱۵۵2۷۵۱ .3 ,۲۱۵ 
(صمعد۱ا0ع 


طیفستجی قرایتفشی 

پروتئین‌ها زیست مولکول‌های درشتی هستند که از یک یا چند 
اسیدآمینه تشکیل شده‌اند. حداکثر طول موج جذب اسیدهای آمینه معطر 
فنیلآلانین» تیروزین و تریپتوفان به‌ترتیب در دامنه ۲۵۰ الی ۲۷۰ ۲۷۰ 


الی ۲۹۰ و ۲۸۰ الی ۲۰۰ نانومتر است. تحقیقات نشان داده است 
مولکول پروتئین در صورتی که حداکثر جذب را در دامنه ۲۱۰- ۲۴۰ 
نانومتر نشان دهد. کلاژن می‌باشد ( م.لة 64 ۷۷ :2015 .له 6 ۱۷۷۵ 
4 در طیف‌سنجی فرابنفش نمونه‌های کلاژن ۸ و ۳۲50 


به‌دست آمده ازفلس کپور معمولی» حداکثر پیک جذب در ۲۳۵ نانومتر 
بود (شکل ۳) که احتمالاً به‌دلیل باندهای پپتیدی گروه‌های 0-0 
17 و :00۳۲ در زنجیره‌های پلی‌پپتیدی کلاژن بود ( 66 ۷۷ 
4 ,.لم). در ۲۸۰ نانومتر جذب بسیار ضعیف برای کلاژن‌ها مشاهده 
شد که به‌دلیل جذب اسیدآمینه‌های آروماتیک بود. این نتایج در راستای 
یافته‌های نا و همکاران (۲۰۱۴) در کلاژن‌های فلس میوبی کرو کر 
(۲۲۰ نانومتر) و 008 و همکاران (۲۰۱۹) در فلس کپور آب‌های 
شیرین گرمسیری (۱۹۲ نانومتر) بود ( 66 فا ,2019 ,بل ع طصنطت) 
8 ,.[۵). 


طیف‌سنجی پرتو ایکس 

پراش اشعه ایکس اغلب برای ارزیابی ساختار کربستالی کلاژن» 
توزیع فیبریل و جهت‌گیری کلاژن در بافت‌های معدنی ماهی استفاده 
می‌شود (2011 بله 66 ۰2۳2082 شکل۴ طیف اشعه ایکس کلاژن 
استخراج شده محلول در اسید (الف) و نیز کلاژن استخراج شده با 
استفاده از آنزیم پپسین (ب) از فلس کپور معمولی را نشان می‌دهد. بین 
ساختارهای این دو کلاژن تفاوت خاصی قابل مشاهده نبود بدین معنی 
که آنزیم پپسین. علیرغم افزایش بازده استخراج تاثیری برساختار 
مولکول کلاژن نداشته است. الگوی پراش پرتو ایکس در هر دو کلاژن 
مشابه و دارای دو پیک مشخص بود. این دو پیک مشخصه مولکول 


نقدی و همکاران / استخراج آنزیمی پلی‌ساکاربد سولفاته از پوست ماهی... ۷۴۷ 


کلاژن است و می‌تواند به‌عنوان یک ویژگی خاص دیده شود. نتایج 
به‌دست‌آمده از طیف اشعه ایکس کلاژن‌های لیوفیلیزه فلس ماهی کپور 
معمولی مطابق با نتایج کریستال‌های کلاژن لبوفیلیزه به‌دست آمده از 
فلس ماهی کپور (2011 بل 66 2202) و ماهی تیلاپیا نیل (-۳۲ 
(2015 ,له ]ع 2:10 بود. آولین و تيزترین پیک مربوط به ترکیب 
مارپیچ سه گانه و فاصله بین زنجیره های مولکولی است. قله دوم مربوط 
به فاصله بین اسکلت‌ها است. زوایای پراش (۲0) کلاژن محلول در 
اسید ۷/۷ و ۱٩‏ درجه و کلاژن محلول در پیسین ۲۰9۸/۲ بود. حداقل 
مقادیر (0) فواصل مکرر با استفاده از معادله براگ 0صه2/2 ع(ظ)4 
( 1.54 <) محاسبه شد (2011 ,۵1 6۲ 20۵02). در کلاژن محلول 
در اسید» 4 مربوط به قله تیز ۱۱/۴۲ و برای قله پهن ۴/۵۹ 2 و در 
کلاژن محلول در پیسین ۱۰/۸۳ ۸ برای قله تیز و ۴/۵۳ ۵ برای قله 
پهن بود. این مقادیر با مقادیر گزارش شده توسط 2202 و همکاران 
(۲۰۱۱) و نیز مقادیر گزارش شده توسط ۸1۷2۶ و همکاران (۲۰۱۷) 
برای کلاژن نوع ۱ پوست قزل آلای رنگین کمان و نت3۱ و 
همکاران (۲۰۱۵) برای کلاژن فلس تیلاپیای نیل مطابقت داشت و 
تأیید کننده این مطلب بود که کلاژن به‌دست آمده از فلس کپور معمولی 
ساختار مارپیچ سه گانه‌ای دارد ( ۱-۴۵50107ظ :2011 بلة )6 عصهط2 
7 ,.21 61 ۸۱۷۵5 :2015 .له اع). 
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شکل - پراش اسعه ایکس نمونه‌های کلاژن فلس کپور معمولی (»۸5۹: کلاژن محلول در اسید. »۳۹: کلازن محلول در پیسین) 
(ممداام 0۱6سا0موصنومن :۳ مصمع‌هاام ماماسامعلت2 :۸90 ومامرصده مممهلای ۹6216 وب ممصصی ۵ منم 2 -4 ۲۱۵ 


۸ نشریه پژوهشهای علوم و صنایع غذایی ایران. جلد ۱۸ شماره۵. آذر - دی ۱۴۰۱ 


نتیجه گیری 

در مطالعه حاضرء ۸۹ و ۳۹ از فلس‌های کپور معمولی به دو 
روش اسیدی و آنزیمی استخراج شدند. بازده ۸5 و 336 به‌ترتیب 
۱ و ۲/۹۶ بود. هضم با پپسین باعث افزایش تولید کلاژن تا 
۴ برابر شد. طیف فرابنفش نشان داد که پروتئین استخراج شده در 
هر دو روش کلاژن است. پروفایل ٩135-۳۸۲‏ هر دو کلاژن مشابه 
و تشکیل شده از ,0 02 و بود که نشان داد که ۸6 و ۳96 به‌دست 
آمده از فلس کپور معمولی» کلاژن نوع ‏ هستند. تقطه ایزالکتریک 
کلاژن‌ها در دامنه 014 ۵ الی۶ به‌دست آمد. نتایج پراش اشعه ایکس نیز 
نشان‌دهنده حفظ ساختار مارپیچ سه‌گانه در کلاژن‌های استخراج شده 


می‌شود ولی با توجه به قیمت بالای آن از یکسو و فراوانی فلس و دیگر 
ضایعات آبزیان به‌عنوان منبع اولیه تآمین کلاژن نوع1 استفاده از پیسین 
جهت تولید انبوه کلاژن نوع 1 در ایران تا رسیدن به خودکفایی و کاهش 
قیمت پپسین» توصیه نمی‌شود این درحالیست که استخراج کلاژن به 
روش اسیدی بسیار ساده بوده و تحقیق جهت طراحی خط تولید برای 
این روش توصیه می‌گردد. بنابراین فلس کپور معمولی این پتانسیل را 
دارد که یک منبع جایگزین برای تولید کلاژن نوع 1 جهت کاربرد در 
فلس کپور معمولی به‌دست آمده در این مطالعه ممکن است یک پایه 
تلوری برای توسعه فرآوری ضایعات شیلاتی مربوط به فناوری بازیافت 


با استفاده از اسید و نیز آنزیم پپسین بود. اگرچه آنزیم پپسین (۱ وزن با وف اهتن ودک یط زیست و افزیشن ارزتی افروته بانب 


خشک فلس) باعت افزایش بازده بدون تغییر معنی‌دار در ساختار کلاژن 
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(اوه0 ۵ و ۸۵۲۵۵) طف اامز مک ممتامهته ممعهلاهع 1۳۴۵۵۲۵۷۵0 2018(۰) ول ۲191127۷720 
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۵ )) طفرااهز ۵۶ ممتاممتممصهل لههتمصصمزه. صرح . ممتاه‌نهم۳۱۵ ,(2013) . و لقصصتطوظ . مه و صقصطوتنک 
۵ ۵۱۱ ه0 ۱۵۱۱۱۵ ۵ اممل ۱۱۱/۵۳۱۱۵۵۵۵ بقتصا ۵ اقدمع )ععطاامو حصم جممهاامه (هع وس 
.(3) 5 96761۱669 

مسج 14 معمطم‌متهامده ۵ 20عظ عمط ۵۶ زامامده‌ووه مه هصتس مصتمامم لمستمناه آه ممه01627 .(1970) یکانا تلصصمم 1[ 
0 .680-685 :227 

-طلوو۵ همه ۵۲ ممتاو0۳0۵ امه ترمتاصج 0ص لممنمم‌طمم۳۳/91۵ 2018(۰) بظ عص۷۷2 20 ۲ن) نج ,۷ ۲۱۵ ,۷۵۵ 2820 ,لاب 1 
4 6 وف ۸۵۵ص وال0۵ علومت .. توبات ۵۲ وملومر .. فطا. صم.. فصعععلام . فاطتاامو 
4 و و( 

۲ هنامز عصتفتطمن ه قح معمهلامم مصتنع۷ ,(2019) رو ۷۲۵۵۵ 20 ۷۲[ »۷۵1 ,۲ ٩‏ عصه۲۱۳ ,۷۲ ۵ و۲ صن[ 
7 ( ۱ 0۱ .467۰ :17 ویر ۸۵/۵۸۵ .عصمتلق‌تآموج لدعنلمصمزه 

عاصانامی لمع ۵۶ فمتاونم)2/2۵ 201۱1(۰) ب۲۱ هعتحدتطاعنک فصح ظه ممتممصه‌صط را مهمه۳۵0ظ رو لبعلهزجوظ یک طمتمه۷ 
۵0 ۱۵00۵60۱۱۸۵۰ ۵۵۵ ۵) حفگادمع مملامع 0ماموو ۵۶ ملوعع صم ممههاامی ماطتامع صتوووم 0ص صمعهااهه 
۵9 0 (0۲/۵۹://001.0۲2/10 1179-1186۰ :(129)3 ومع 

۶ ملد بم فحمط صا کجمعععم امه متقدل اه ۵۲ ع۵ها فد خ تصمعهاآهه معه11تهه 101 1969(۰) ,۷۲ فهانه۱۷]2 مج الط عللز۷۲ 
1264۰ :64 تمد ۵۲ عماعای 0عانصا عطا ۵۶ وععممتهی ۵۶ «صعلمعه تمممتاع۲ عمط ۵۶ فعصتلععع۳۳۵ .ومنمع0۵٩‏ فا 
4 و و و( 

0۵ 20012720100۰ تقد آهتا نوم مج ممتاهه۵۵:ظ .صموعاامی ملومو طوز۳ .(2004) ,۷ تتطعا جح ۱۷۲ تام ,1 نموه 
م0۳ 1/[۰1365-2621:2004:00777 11 00005://001.078/10.1 .239-244 :(39)3 م7660 وه 562066 ۳۵۵۵0 ]۵ ۲۱۱۵ هل 
۱016611110108 6۵۱66 09ظ .وآره ۱09۲ فصح فلت لو ۶۵۲ هلاه نداد ۵۶ وتا .(2002) ,لا 160270826 24 
۱3 0 .2673-2676 :(12) 66 روهظ 

۳۵0 وعمصامنطا لا عصتاجهاهععه 2016(۰) رو 2تقطن۲ مه نا تام رظظ واتها۷ بظ و12 رططم‌تطلع1 پکاط 9۳۱728 رظ ۳۲2۱ 
آمع و ه ۱0 0۴ مرول ۱۱/۵۱۱۵۱۵۵۵ .صعز0۳ ملهعو (عم عس۳)) حف لهعتبهدط ۵۲ معجموو ممعهآامه عصلعا عصنلهعط 
2-4-2 0005://001.0۲82/10.1016/[.1[010۳120 :1507-15186 :93 وعآرهع/۲۲۵۵۲۵0۱۱0۵ 

۲ ۲۲0۱۷۵۵۵۲۲۵6 1۵602016 ۵۶ ممتام12مامه هه 0صه ۳۵۵۵00 2014(۰) ربا 12 220 > عاتصمجونهظ رل ۳2۸02 
-3005://001.018/1010017/500449 :433 :37 16عبوطواظ عععع00۴۵:ظ :6۵11010 عصتنمعصنعمه مباوعتا 10 وملهع طو1 تمنه/۳ ۲۵5 
013-0090 

۰ (2عط) تمطع بط ۵ ممعهلامه ملهعی طف ۵۶ ممتاجمتتمامعج تهج 0صج ممته1501 2010(۰) بو چتعطانا جع ظ زیقاتط۸ ۲ تا۳۲2 
3 605://01,0۲8/10۰1016/[۰0[07]800۳0.2009 3737-3742۰ :(101)10 16601:710۵ 8۱0۳690۲6۵ 

5 0 0۱77۱۵ .010821611215 و2 عصمعع0011 2009(۰) بل ععاوتمص۷۷/۵ مه ۷ عتامتاهات ,۲ عع۵ظ یه #«مطافصی۴] 
۵5://61۰0۲8/۱0۰۱007/۱0856-008-3415-4) :93-98 :(1) 20 ۲۷۵۵0۲6 7۱ وآ۷۵۱۵۲۲۵ :6۱۵۱۱6۵ 

۱[ .2004978 :3 «وماهتر ۱ م۵ 0۵۲ و6 0۵0 .اتصع؟ ‏ جمعجلامن ,(2011) رو مصتااظ-۴۵270 
8 1-9( 

6۵ 1 10همنآومه امتاممامم ه ۶۵ فامتاقمتم-۲ها افن فتامصتمهانتانهه وم ممع‌ع۵11 2۵018(۰) رو عا9200 0صه ظط مصعحصئاه 
1 7 ۵ .211 :16 و۲ ۸/۵۳۲۵ .عالدومجومع صا 

-1(۵]:10.1088/1755 .012086 ,492 ,ععمصمع60 آفامممصهمصم ص لمح طاتق :عمتود معمهعه]ومن 10۳۴ 2020(,۰) ,]۷ 5210 
6 1-1( 

06- 00۵۹1 مه ههام ماطاامو-10مه ۵۶ ومتاهمم مه ممتام۴:۵2 2019(۰) ,۷۷ مفل 20 ز م22 با مک رل ۷۷۷۵ 
م06 رطف تم ممتامص ما مالفننامم۳۱۵ عملومه رام واه ر۵ور) ریق الوم ممعداامم 
7/5100068-015-264-7 82/100۰1000 13005://001.01 2923-2930 :(28)4 میگ ۵1۱۱۵۳۵۱۱۱۱۵۵ تنل وا عفناع؟ مافه۷ 
من فصم‌عهاامی ماماتاامی-صلوممم جح تمه ۵۶ ممه02)م2 هط 4ص ممتهنه۲۱۵۵ 2015(۰) وتات عصزنا رظ همع ۷۷ ,1 ان ,۵0۵ ۱۷۷۲ 
-۳۸/۵5://01۰0۲2/10۰10007/5100686 .2003-2010 :24 5:0۱ 566066 ۳۵۵۵ .0216۲5 ۲60۲10 20 6۳06۵18 ]0 وع[2ع8 
0015-2647 

۱۵۵۱۵۵۵۵۵۵۵ 0۴ عقصعع ممع12هه عامتاین .(1989) ,لت 00 20 لک منامرع7و01ظ ون ۳۵۸۲ ,1 رافممصمطه 
 )1( ۰‏ 37 وهاهااهه ها همه وه ات۷۵۱ ,0۲۷760قصه . «اطاعنط . وه فصحوعاه-6تان200طمصموم 
۱005://001.0۲82/10.1016/0166-6851)89(47 

منود صم مصم‌مهاامی ماطصامز منوومم 0ص 4زمع ۲ ممتام260۵12 :2 2014 ,2 نا 0جه 0۳۲ عصزنا رظ عمه۷۷ ,تن تن رن ۷۲۲ 
.712-20 :12 کراع60 ۷ م۷۵( ]۵ 0۵۵ ص۱ (0ه ۵/6۱۵۵ ؟) قصیحا آمهزمرتاو ۵۴ اناد هد 

۵( ۱7۵۲ ۵۲ ملهعز حصم فصممهلام ۵۶ ممتاممهاممتفل مه ممتاعامع1 .2010 یک مصصمکا 0ص ) ۷۵ یک صفتانا رل عصع7 
-۳6۵۹://001.0۲6/10.1111/[.1745 .1343-1354 :(34)6 م۱ ۲۵۵0 ۵۴ هل م۵ واه بآممم۳) 
45 

حا هطوحم ممم‌هاامه ۵۲ ممتاهوتعمامه تقد لمح ممتاهن۲:۵۵2 2011(۰) وبا معط م2 5 ۲۱ ,2 نا یبد ۷۷/2۵۵ ,۲ عصهط2 
2 (:70(1 .818-823 :2 56۵۷۸6۵ ۷۱۵۱۵۱۲ ۲۵۵۵ .962166 
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